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摘要 : 在 用 РСК 技术 扩 增 、 克 隆 、 测 序 了 家 和 蛋 微 粒子 病原 虫 Nosema bombycis EILER) 小 亚 基 核 糖 体 RNA 基因 核心 序列 
(5'- 端 起 1 200 bp) 的 基础 上 ， 用 SSP-PCR 技术 克隆 了 核心 序列 3/- 端 下 游 序列 ， 从 而 获得 了 家 条 微粒 子 病 原虫 小 亚 基 核糖 体 
RNA 基因 的 全 序列 共 1 233 bpo 用 RnaViz 、Forcon、DCSE 等 生物 软件 构建 了 家 和 蛋 微 粒子 病原 虫 小 亚 基 核 糖 体 КМА 的 二 级 结 
构 ， 与 其 它 微 玖 子 虫 及 真 核 生物 小 亚 基 核糖 体 ВМА 的 二 级 结构 相 比 ， 该 二 级 结构 缺乏 螺旋 10. EL-I 11. 18. E23-n 和 
43。 
关键 词 : 家 条 微粒 子 病原 虫 : SSP-PCR; 小 亚 基 核糖 体 RNA〈SSUrRNA) 全 基因 ; 二 级 结构 ;螺旋 
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Analyses of small subunit ribosomal RNA sequence of the microsporidium, Nosema 





bombycis and its secondary structure 
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cultural Sciences» Zhenjiang 212018, China; 2. Shanghai Institute of Biochemistry; Chinese Academy of Sciences» 
Shanghai 200031; China) 

Abstract: The nucleotide sequence (1 205 bp? of small subunit ribosomal RNA 《SSUrRNA ) of the microsporidium， 
Nosema bombycis ( Zhenjiang)» was amplified by polymerase chain reaction (PCR). Its 3'-end was obtained using the 
single specific primer-PCR technique with the primers matching the highly conserved parts of SSUrRNA genes cloned. 
The entire coding region for SSUrRNA of N. bombycis (Zhenjiang) was 1 233 bp as described elsewhere. The sequence 
shared high homology with those of many microsporidia» especially N. apis. The secondary structure of the SSUrRNA 
was constructed with RnaViz, Forcon and DCSE. There were no helices such as 10, Е10-1, 11; 18, E23-n and 43 in 
it. 
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微 孢 子 忠 类 是 惟一 带 有 原核 生物 型 核糖 体 的 真 
核 生 物 《Peyretaillade et al.» 1998), RIAIR T 87 
核糖 体 不 是 一 般 真 核 生 物 的 805 型 而 为 原核 生物 的 
705 型 。70S 型 核糖 体 包 含 50S 和 305 大 小 两 个 亚 
基 ， 这 两 个 亚 基 均 由 核糖 体 БМА (ribosomal ВМА, 
RNO 和 多 种 筷 白 质 构成 。 其 中 小 亚 基 中 的 RNA 
为 16S rRNA， 它 与 其 它 真 核 生物 小 亚 基 核糖 体 中 
185 rRNA 一 起 和 常 被 称 为 小 亚 基 核糖 体 RNA 《small 
subunit ribosomal RNA，SSUrRNA)。 它 的 编码 基因 位 
于 rDNA 基因 簇 中 ,该 基因 簇 常 以 多 拷贝 形式 存 


在 。 

迄今 为 上 ， 有 多 株 微 孢子 忠 的 SSUrRNA 的 编 
码 基因 已 被 元 隆 测 序 ， 它 们 的 二 级 结构 亦 有 报道 
(Hartskeerl et al.» 1993; Hatakeyama et al.» 1997; 
Gatehouse and Malone» 1998; Peyretaillade et al.» 
1998; 王 见 杨 等 ，2001a，2001b)。 由 于 SSUrRNA 
的 编码 基因 具 较 高 保守 性 ， 因 此 这 些 已 克隆 的 
SSUrRNA 的 编码 基因 及 其 二 级 结构 几乎 均 被 用 来 确 
定 微 孢 子 忠 的 进化 地 位 或 其 种 属 的 划分 。 本 研究 采 
用 PCR、SSP-PCR 等 技术 克隆 了 家 鼻 微 粒子 病原 忠 
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Nosema bombycis (HEILER) SSURNA 基因 全 序列 ， 
并 构建 了 它 的 二 级 结构 ， 在 基因 水 平 上 为 不 同 地 理 
品系 的 家 得 微粒 子 病原 虫 及 从 野外 昆虫 中 分 离 到 的 
对 家 重 具 有 病原 性 的 不 同 微粒 子 病原 虫 种 属 关系 的 
确定 莫 定 了 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

家 牌 微粒 子 病原 虫 由 本 室 继 代 保 存 。 继 代用 及 
对 照 用 家 得 品种 为 7 新 x 7532。 大 肠 杆 菌 E. coli 
DH12S 由 中 国 科 学 院 上 海 生 化 所 219 组 提供 。 质 粒 
pTZ19R 购 目 Pharmacia 公司 ，pGEMe -T 载体 购 目 
Promega 2 9], ВЕ 91 ру 07 А8 5 А TaKaRa 公司 ， 
ОМА-2013# 32 14 ЛИ] ЖЖ] В GIBCO-BRL A 9], RNA 
АДН я), ЖН КН Merk 公司 ， 溶 
ВАЕ А КЖ Ж АЛАЛ) „ 主要 仪器 为 美国 
Beckman 公司 1000 М Ж ТТ ЛАХ, ФН 计 及 
AvantimJ-25 高 速 冷冻 离心 机 ， 美 国 Perkin-Elmer 2 
司 PCR 扩 增 仪 ，Pharmacia 公司 RNA/DNA 计量 仪 ， 
LI-COR 4200 DNA 测序 仪 。 
1.2 家 看 微粒 子 病原 虫 的 制备 和 纯化 

将 适当 浓度 的 家 看 微 粒子 病原 虫 《镇江 株 ) 液 
涂 布 于 新 鲜 桑 叶 ， 给 3 BERRAR, 5 龄 重 发 病 
时 ， 解 剖 得 体 除去 中 肠 内 容 物 ， 加 适量 燕 饮水 ， 用 
组 织 匀 浆 机 匀 浆 ,经 4 层 纱 布 过 滤 收 集 滤 液 ， 
3 500 r/min 离心 30 min 5 НАИ, DRAM, E 
ткаење, ВЛЕ КЕЕ, ШБ 4 
~5 次 直人 至 变 为 较 纯 的 乳白 色 孢 子 为 止 。 孢 子 的 进 
一 步 纯 化 按 王 见 杨 等 (1999〉 的 方法 进行 。 
1.3 家 等 基因 组 рма 的 提取 

用 适量 家 重 后 部 丝 腺 ， 放 入 研 钵 中 加 入 液 氮 反 
复 研 麻 ， 再 加 入 适量 基因 组 DNA 抽 提 缓冲 液 DNA- 
zol， 继 续 研 磨 ， 加 入 RNA Ё# A 至 终 浓度 20 пола; 
37 人 水 浴 1h， 加 入 和 蛋白酶 K EARE 100 pg/mL， 
混 匀 ，50 人 C 水 浴 3 ~4h， 再 按 常规 了 酚 / 氯 仿 方法 抽 
提 。 
1.4 家 等 微粒 子 病 原虫 基因 组 DNA 的 提取 

将 适量 纯化 的 家 看 微粒 子 病原 忠 孢 子 液 于 1.5 
mL Eppendorf Е Ф 4 000 r/min 离心 5 min， 去 上 清 
液 ， 加 入 0.2 mol/L KCO 1 mL 2), 25 ~ 27 人 水 
浴 lh, 4000 r/min， 室 温 离心 5 min， 去 上 清 ， 加 1 
x PBS 适量 ，25 ~ 27 人 水浴 40 min， 加 入 DNA 抽 提 
R SOKE 1 hp， 用 常规 酚 / 氯 仿 方法 抽 提 。 














1.5 РСЕ 引物 的 设计 

在 对 GenBank 中 录入 的 相近 种 属 微 孢 子 忠 的 
SSUIRNA 基因 序列 进行 分 析 后 ， 在 其 高 度 保守 区 设 
计 合 成 了 一 对 引物 : 正 向 引物 P1 (5'-CACCAGGTT- 
САТТСТСССТСАС-3') 和 反 向 引物 P2 (5'-ССААС- 
CATGTTACGACTTATATCAGA-3')。 引 物 pi 与 多 种 微 
粒子 病原 虫 如 [ Nosema apis (U97150), Nosema al- 
geae (AF069063) 等] SSUrRNA 基因 的 第 1 ~ 22 位 碱 
基 互 补 ， 引 物 P2 与 Nosema apis 的 第 1 189 ~ 1 214 
位 ，Vairimorpha lymantriae 的 第 1 192 ~ 1 217 位 ， 
Vairimorpha necatrix 的 第 1 191~ 1 216 位 等 互补 。 并 
用 DNA-STAR 软件 对 我 们 已 克隆 测序 的 9 种 微 孢 子 
ЖАЙ SSUrRNA 基因 核心 序列 《 均 约 长 于 1 200 bp? 
《 王 见 杨 等 ，2001》 进行 了 同 源 性 分 析 ， 在 3"- 端 选 
择 高 度 保守 区 合成 两 条 用 于 SSP-PCR 扩 增 用 引物 
P3、P4。 这 两 条 引物 方向 相同 ，P4 在 Рз 的 下 游 。 
РЗ: 5'-ААСАТААТСТСССТТССАСС-3' 20 bp; PA: 
5'-ССТСССТАТСТААСАТССТА -3' 20 bpe 
1.6 SSUrRNA 基因 及 其 下 游 序 列 的 PCR 扩 增 

РСЕ 反应 体系 : 50 nL， 在 体系 中 分 别 含 有 家 
FEAH DNA 及 家 熏 微 粒子 病原 忠 的 基因 组 DNA 
60 ~ 80 ng， 引 物 P1、P2 各 20 pmo 《在 另 两 次 SSP- 
PCR 反应 中 , 分 别 含 有 引物 P3 和 P4 20 pmo), 
dNTP 为 0.2 mmol/L，Mg! 为 2 mmol/L，10 x PCR Ж 
冲 液 5 uL，Taq DNA 育 合 酶 3U， 用 水 补足 50 ш. 
PCR 循环 于 Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400 
上 进行 。 反 应 条 件 : 940 先 变 性 10 min， 然 后 以 
94°С 305, 64.7C 30 ѕ. 720 30 s 为 一 个 循环 ， 共 
循环 25 ~ 30 次 后 ， 于 72%C 10 min FERS., R 
应 完毕 ， 用 0.7% 和 2% 琼脂 糖 凝 股 电 瀛 分别 对 3 
次 PCR 扩 增 产物 进行 分 析 。PCR 扩 增 产物 的 回收 、 
У. Е. сой 感受 态 细胞 的 制备 、 连 接 产 物 的 转 
化 及 克隆 筛选 均 按 Sambrook (1989) 方法 进行 。 
1.7 ”阳性 重组 质粒 中 外 源 片段 的 荧光 双 脱 氧 测 序 

由 中 国 科 学 院 上 海 生物 工程 中 心 协助 完成 。 测 
序 试剂 盒 为 “thermo-sequenase fluorescent labelled 
primer cycle sequencing kit” С Amersham-Pharmacia )。 
测序 用 引物 为 正 同 5'-САСААТТССАСАСААС-3', Б 
|6) 5'-ТСССАСТСАССАССТ-3'. 
1.8 家 等 微粒 子 病 原虫 《镇 江 株 ) SSUrRNA 二 级 
结构 的 构建 

家 得 微粒 子 病 原虫 《镇 江 株 ) SSUrRNA 完整 的 
二 级 结构 ， 是 在 比较 了 欧洲 rRNA 数据库 中 其 它 种 
BEIRTE SSURNA 二 级 结构 的 基础 上 《de Peer 


292. 昆虫 党报 Acta Entomologica Sinica 


et al.» 1998), А Forcon、DCSE、Rnaviz 等 生物 软件 
构建 的 。 


2 结果 与 讨论 


21 家 等 微粒 子 病 原虫 SSUrRNA 的 编码 基因 的 
PCR 扩 增 结果 

用 引物 PI、P2 对 家 蛋 微 粒子 病原 虫 基 因 组 
DNA 进行 PCR 扩 增 时 ， 得 到 明显 的 扩 增 条 带 ， 大 
小 在 1.2 kb 左右 。 而 该 对 引物 对 家 和 恒基 因 组 DNA 
则 没有 明显 的 扩 增 产物 (图 1)。 这 一 方面 确证 了 
从 家 重 微 粒子 病原 虫 基因 组 DNA 中 所 扩 增 的 产物 
不 是 从 家 和 蛋 基因 组 DNA 中 扩 增 而 来 ， 即 不 存在 两 
种 基因 组 DNA 相互 污染 的 可 能 。 另 一 方面 表明 了 
家 看 SSUrRNA 基因 与 家 重 微 粒子 病原 虫 SSUrRNA 
基因 同 源 性 很 低 ， 这 可 能 与 家 看 SSUrTRNA 基因 为 
真 核 生物 型 而 微粒 子 病原 虫 SSUrTRNA 基因 为 原核 
生物 型 有 关 。 


一 1202 bp 


—517 bp 
— 396 bp 
7 1345 ър 
一 205bp 





图 1 家 重 微 粒子 病原 虫 SSUrRNA 基因 的 扩 增 
Fig. 1 Amplification of Nosema bombycis SSUrRNA gene 
1. 引物 Pl、P2 对 Nosema bombycis 基因 组 DNA 的 扩 增 结果 Lane 
1. Pl, P2/ Nosema bombycis genomic DNA); 2. 引物 Pl、F2 і 
基因 组 DNA 的 扩 增 结果 (Lane 2. Р1, P2/Bombye mori genomic 
DNA): 3, 标准 分 子 量 对 照 【Lane З. Marker pTZ19/ НІ? 


2.2 家 看 微粒 子 病 原虫 SSUrRNA 基因 下 游 序列 的 
SSP-PCR 扩 增 结果 
用 引物 P3 ра 对 家 看 微粒 子 病原 虫 基 因 组 

DNA 进行 SSP-PCR 扩 增 时 ， 均 特异 地 扩 增 出 一 条 
带 。P3 扩 增 的 条 带 相对 较 长 ， 为 700 ~ 800 bp， 带 

亮 ， 而 P4 扩 增 的 带 为 500 ~ 600 pp， 量 较 少 。 而 
这 两 个 引物 对 家 牌 基因 组 DNA 则 均 未 显示 出 明显 
的 扩 增 产物 (图 2)。 由 于 引物 РЗ ТЕ 5107 РА 的 上 
游 ， 与 已 测序 的 SSUrRNA 基因 序列 重合 更 多 ， 更 
能 证 实 所 测 得 序列 的 准确 性 ， 同 时 P3 的 РСЕ 扩 增 
产物 量 较 多 ， 因 此 选择 рз 的 РСК 扩 增 产物 进行 回 
收 克隆 。 
2.3 测序 结果 
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将 家 牌 微粒 子 病 原虫 《镇 江 株 ) SSUrRNA 基因 
序列 《1 205 bp) 及 其 下 游 序 列 〈775 bp) 的 测序 结 
果 拼 接 后 见 图 3。 用 Clustak 软件 将 家 看 微粒 子 病 
原虫 的 SSUrRNA 基因 序列 〈1 205 bp) 的 P3 引物 
(976 位) 后 的 序列 与 SSUrRNA 基因 下 游 序 列 (775 
bp) 进行 比较 后 发 现 ， 在 应 完全 重合 区 〈 共 长 
229bp) 两 者 完全 相同 。 这 说 明了 775 bp 这 上段 序列 
的 确 来 源 于 SSUTRNA 基因 3'- 端 。 





图 2 家 蚕 微粒 子 病原 虫 SSUIRNA 基因 
下 游 序列 的 SSP-PCR # Ж 
Fig. 2 Amplification of the downstream of 
Nosema bombycis SSUrRNA gene 

а. 引物 РЗ 对 Nosema Ботрусі 基因 组 ОМА 的 扩 增 结果 (Lane a. 
РЗ/ Nosema bombycis genomie DNA): b. 34 РЗ 对 家 得 基因 组 DNA 
的 扩 增 结果 Lane b. РЗ/ Bombyx mori genomice ОМА); с. 引物 P4 
对 Nosema bombycis 基因 DNA 的 扩 增 结果 (Lane с. PW Noesma 
bombycis genomic DNA): d. 引物 Ра 对 家 得 基因 组 DNA 的 扩 增 结 
Ж (Гапе d. Р4/ Bombyx mori genomic ОМА): е. Ё РАХЕ 
(Lane е. 100 bp ОМА ladder) 


2.4 家 等 微粒 子 病原 虫 SSUrRNA 的 二 级 结构 

家 看 微粒 子 病原 虫 SSUTRNA 二 级 结构 〈 图 4) 
ЛЧУ АЕ ЕВЕ АА Е 07 SSUrRNA 二 级 结构 
FEME AMET EFRA АЈ Е Е10-1. 11 和 
46， 而 且 也 缺乏 在 一 般 微 孢子 虫 中 出 现 过 的 螺旋 
10. E23-n 和 PE43。 更 为 有 趣 的 是 ， 它 也 缺乏 家 和 蛋 
微粒 子 病 原虫 SES-NU (日 本 强 毒 株 ) 特有 的 螺旋 
18。 这 说 明 这 些 不 同 地 理 株 系 的 同属 微 移 子 虫 还 是 
有 一 定 差异 。 
2.5 讨论 

(1) 经 比较 发 现 ， 在 测 得 的 家 看 微粒 子 病原 虫 
SSUIRNA 基因 3 - 端 下 游 序 列 775 bp 中 紧 接 核心 序 
列 (1 205 bp) 3- 端 后 的 28 bp 长 序列 ， 与 Gatehouse 
等 《1998) 所 测 得 的 蜜蜂 微粒 子 病 原虫 Nosema apis 
的 SSUIRNA 基因 (1 241 bp) 3'- 端 结尾 处 的 28 bp 
完全 相同 。 进 一 步 比较 发 现 ， 家 看 微粒 子 病原 虫 
《镇 江 株 ) 与 蜜蜂 微粒 子 病原 虫 的 SSUrRNA 基因 3- 
端 有 141 bp 长 的 序列 完全 相同 。 
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-TAGACOCTATACTCTAAGATTIAACCCALGCALGTTTATL 
GAAFTATAAAGAAAAGACGAACAGCTCAGTAACTCTTATTTGATTTGATGTATTAGGATTCFA 
ACTATGTTAAATTATAGGTAACAATAATACAATAAGAATAAGATCTATCAGTTAGTUGTTAAG 
GTAATGGCTTAACAAGACTATGACGGATAACGGTAITACTETGTAATATTCCGGAGAAGGA 
GCCTGAGAGATI'GCTACTAAGTCTAAGGATTGCAGCAGGGGCGAAACITGACCTATGATAT 
TATATTGAGGCAGTTATGAGTGGTATTTTATAATTATTGTAGTATTGTAAGTACATATTACAAG 
ATAAATCGGAGGGCAAATCGAGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTTGITECCGATAGTGTGTA 
TGATGATTGATGCAGTTAAAAAGTECTGTAGTTTATTTTATAATAAGCATTGTAAGGTATACTG 
TATGGITTAGGAGAGAGATGAAATGTGATAACCCTAACTGGATGAACAGAAGCGAAAGCTG 
TATACTTAAATGTATTATTAGAACAAGGACGTAAGCTAGAGGATCGAAGATGATTAGATACC 
АТТСОТАСТТСТАССАОТАААСТАТСТТСААТСАТАСАГАГАГГГТСАТАТАТАТТТАТГСТАСАС 
АЛАТТААСАТТАТАТТСАСТСТСАаоСАТАСТАТСАГСССЛАСАТТСААААТТААЛАСЛААТТО 
АСООААОААТАССАСААССАСТОСОАТТСТСССОСТТААГГТСАСТСААСССОАСОаӢТАЛАТТ 
ТАССАССТАТААСАТОСТААААТАТТТТАТСАТСАТАСТОСГССАГСССССТТТССААТАасА 
ТОСТОТСААСТААТСАТТААТТТСААСЛАСАТСТСАСАСССТСАТТТАСАСАСАТСТАСТО 
АТАСАТАТСААОСАСАССАТТААААСАССТССАТТАТССССТААСАГААТСТАаСЗаттосСАС 
ССССЛАТАСЛАТААТАТТТСАТАТТАТААСАСАТАЛТАТААТСТААСАТАТАТТТСААСАТОС 
ААТТССТАСТАААТТТТАТТТААТААСТАСОААГТСЛАГСАСТСССТСТТСТГГОТАСАСАСС 
ССССатсастТАТСТАЛСАГОССТАТТАТСТАТЛААСАААГТТАТАЛАСТОЛАТАСАТАСТАСТА 
САТСТСАТАТААСТСаТИ А 
AAAAGATGGGATTATTATAATGAAAGTGOGTATGECTGACATTOTAATAATCTTGTCTACGTTCET 
AAATACAAAATACCTTCACGAGGTTTAGAALGTGTGATATAAGGAAGTTATATTAGCTAAAT 
ТТІАГСТАТОТССТАААССАСТЕТСАГТАСАЛААЛААСТТСТОТАСТТАСАТСТАСАСААСАТТ 
АПЛАСАСОАГСТААТСТАГССАСТТТТАЛВАТАСТТТТТАТАССТАГААТАТСЛАССАТСТАТ 
АГТАЕТТАСАССАСАСТААТТТТААСАСАТАСССССАГАТСТАСТСЛАААССАССССААССС 
АТСАСААСТСССАЛАСТТАЛАССАСТАТГСАОСТТААТТАСТАСТААСААСССАСАССАСТТ 
СССААСОТТОССТОСТСТАТТТТТТТАТАСТТАААСТАТТААТТГТТГГГТГСАГТАСТТАТТТТА 
СТТАТССААТАЛАТТГАССТТААСАААТТТТАТСОАГТАЕССТСАСТСАСТСТТТТАТАОССТ 
АСТААСАТСТ 












图 3 390 АА СЕГА) SSUrRNA 基因 序列 《1 233 bp 及 其 下 游 序 列 
Fig. 3 The sequences of the core region and downstream of SSUrRNA gene of Nosema bombycis 


图 中 下 加 模 线 处 序列 分 别 为 PI、P3、PR4、P2〔 互 补 序列 〉 引物 序 列 ， 阴 影 部 分 为 SSUrRNA 基因 3'- 端 


+1~ +1 205 Ьр 为 图 1 中 克隆 测序 结果 ，+ 931 ~ +1739 bp 为 图 2 中 克隆 测序 结果 


The underlined sequences are the primers’ sequences of P1, P3, P4, P2 (P2 complementary sequence) respectively. 


The shadowed sequence is the 3° -end of SSUrRNA репе. The sequence from + 1 bp to +1 205 bp corresponds to 


the fragment in Fig. 1, with +931 bp ~ + 1739 bp to Fig. 2 
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Gatehouse 等 《1998) Æ EER T WOT JA ДАШ JE 
Nosema 和 变形 虫 属 Vairimorpha 不 同 种 的 SSUIRNA 
基因 3'- 端 的 高 度 保守 区 后 ， 确 定 了 蜜蜂 微粒 子 病 
ДАШ SSUrRNA 基因 的 3'- 端 。 由 于 本 实验 所 测 的 家 
重 微 粒子 病原 虫 《镇 江 株 ) SSUTRNA 基因 3'- 端 的 
141 bp 长 的 序列 与 蜜蜂 微粒 子 病原 忠 的 完全 相同 ， 
因此 可 以 认为 起 初 测 得 的 核心 序列 (1 205 bp 与 
核心 序列 3'- 端 后 的 延伸 的 28 bp 一 起 《 共 1233 bp) 


是 家 得 微粒 子 病 原虫 〈 镇 江 株 ) SSUrRNA 基因 的 全 
序列 。 这 个 长 度 又 与 Baker 等 所 报道 的 家 得 微粒 子 
MIRE SSURNA 基因 长 度 相符 (Pieniazek et al.» 
1996; 1997; Baker et al.» 
19972. 

(2) SSUrRNA 编码 基因 〈SSUIDNA) 的 研究 如 
今 在 微 孢 子 虫 研究 中 发 挥 着 越 来 越 重 要 的 作用 
(Hatakeyama et al.» 1997; Pieniazek et al.» 1996; 


Hatakeyama et аі. › 
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图 4 KEM TIARE SSUrRNA 的 二 级 结构 
Fig. 4 The secondary structure of SSUrRNA of Nosema bombycis 


Vossbrink et al.» 1998; Baker et al.» 1998; Malone 
and Melvor» 19962. Hatakeyama 等 《1997) 测定 了 5 
种 微 孢 子 忠 的 SSUrDNA 序列 并 构建 了 它们 的 二 级 
结构 模型 ， 发 现 M11 与 M12 具 相 同 的 螺旋 结构 ， 


但 比 SES-NU 多 出 螺旋 43。 在 比较 了 它们 的 SSUrD- 
NA 一 级 结构 (长 度 、GC 含量 、 相 似 性 等 ) 及 
SSUTRNA 二 级 结构 后 认为 ， 家 得 微粒 子 病原 虫 
CNIS-M11 Ж) 应 改 属 于 Tairimorpha。 可 见 微 孢 子 


ENE: 家 条 微粒 子 病 原虫 《Nosema bombycis) 小 亚 基 核糖 体 RNA 全 基因 的 克隆 及 其 二 级 结构 的 构建 295 


B SSUrRNA 的 二 级 结构 在 其 分 类 中 具有 重要 作用 。 
Pieniazek 等 《1996) 测定 了 Nosema trichoplusiae 的 
SSUIDNA 序列 《1 233 bp)， 发 现 其 与 家 得 微粒 子 病 
原虫 的 SSUDNA 序列 完全 一 致 ， 认 为 它 是 家 看 微 
粒子 病原 忠 的 同 种 异 名 。Vossbrinck 等 (1998) 测定 
TKE AHE EKATE Amblyospora onmecticus 
的 SSUIDNA， 发 现 它们 完全 相同 ， 认 为 IDNA 序列 
可 以 用 来 鉴别 微 孢 子 虫 的 中 间 宿 主 。 而 Baker 等 
(1998) 则 通过 比较 4 个 属 的 о ERHI 
主 的 SSUDNA 构建 的 系统 树 后 认为 宿主 -寄生 物 在 
其 进化 过 程 中 共同 演变 是 一 重要 机 制 。Malone 等 
(1996) 通过 比较 14 种 微 孢 子 虫 的 SSUrDNA 的 V4 
可 变 区 后 ， 认 为 他 们 从 菜 粉 蝶 Pieris rapae 中 分 离 的 
微 孢 子 忠 与 Vairimorpha 关系 更 近 。 

(3) 本 研究 测 得 的 家 和 蛋 微粒 子 病原 忠 《 镇 江 
PR) SSUTRNA 基因 的 全 序列 1 233 bp， 长 度 虽 然 与 
Baker 等 《Pieniazek et al.» 1996; Hatakeyama et al.» 
1997; Baker et al.» 1997) ВТА 2 а T A 
ДАШ SSUrRNA 基因 1 232 ~ 1 234 bp 相符 ， 但 序列 
并 不 完全 一 致 。 同 时 家 得 微粒 子 病 原虫 《镇 江 株 ) 
与 家 和 在 微粒 子 病 原虫 (日 本 强 毒 株 ) РАЖ SSUIRNA 
的 二 级 结构 也 略 有 差别 ， 这 说 明了 不 同 地 理 品 系 的 
家 看 微粒 子 病 原虫 还 是 有 一 定 差 异 。 

家 和 在 微粒 子 病 原虫 〈 镇 江 株 ) SSURNA 基因 全 
序列 的 测定 ， 又 为 用 SSUDNA 对 我 们 从 野外 昆虫 
中 分 离 到 的 多 种 微粒 子 病原 虫 的 种 属 关 系 的 确定 趴 
定 了 基础 。 

本 研究 所 测序 列 已 被 美国 GenBank 数据 库 收 录 
公布 ， 登 录 号 为 AF240347。 
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